Kecskebúza (Aegilops) fajok stressztűrő képességének vizsgálata a termesztett búza génforrásainak bővítése céljával.  =  Analysis of the stress tolerance in Aegilops species to expand the gene-pool of bread wheat by Dulai, Sándor et al.
1Zárójelentés (OTKA T043120)
Pályázatunkban az alábbi hármas célkitűzést fogalmaztuk meg: (i) új génforrások szelekciója a termesztett
búza abiotikus stressz tűrő képességének fokozása érdekében; (ii) e génforrásoknak a vízhiányra, a magas
hőmérsékletre és a magas fényintenzitásra adott fiziológiai válaszreakcióinak részletesebb elemzése; (iii) a
búzához képest legjobb stressz tűrő képességgel rendelkező és így legperspektivikusabb vonalakból
nemzetségkeresztezéssel F1 hibrideket előállítása. Ennek megfelelően a legfontosabb eredményeket az
alábbiakban összegezzük.
 Részletes információkkal rendelkezünk a különböző genommal rendelkező Aegilops fajok abiotikus
stresszekkel szembeni toleranciájáról.
 Eredményeink részben kiegészítik eddigi ismereteinket a vizsgált stressz tényezők hatásáról, valamint
az ezekkel szemben kialakult védekező/szabályozó mechanizmusokról. Vizsgálataink eredményeként
információk állnak rendelkezésre az eredeti élőhely viszonyai által meghatározott védekezési
stratégiákról, amelyek az egyes fajok és vonalak között eltérést mutatnak, és a szárazságtűrést
elősegítik.
 Mivel a stresszélettani kísérleteket - néhány egyszerű modellrendszeren kívül - a termesztett búzával
szoros genetikai/filogenetikai rokonságban álló Aegilops nemzetség vonalain végeztük, a stressztűrő
képességért felelős génkomplexumok búzába könnyen átvihetők. Ennek megfelelően az általunk
létrehozott F1 hibridek kiindulópontjai lehetnek olyan idegenfajú transzlokációk előállításának, amelyek
felhasználhatóak a búzanemesítésben. E genotípusok alkalmazása során úgy növelhető a búza genetikai
variabilitása, hogy az nem vet fel olyan etikai kérdéseket, amelyek a géntranszformáció során
felmerülnek.
1. Új génforrások szelekciója a termesztett búza abiotikus stressz tűrő képességének fokozása érdekében
1.1. A kísérletekbe bevont Aegilops vonalak
A kísérletekbe bevont Aegilops vonalakat az 1. táblázatban összegezzük. A szemek felszaporítása az
MTA. Mezőgazdasági Kutatóintézetében (Martonvásár) történt vonalanként 250 szemszámmal.
1. táblázat A kísérletekbe bevont Aegilops fajok
Genom típus Csapadék/év Élőhely tszf. magasság
Ae. biuncialis (7 vonal) UUMbMb 225-1250 0-1750m
Elterjedés: Mediterrán-Ny-Ázsiai elem
Ae. speltoides (3 vonal) SS 450-1450 mm 0-2000m
Elterjedés: Mediterrán-Ny-Ázsiai elem,
Ae. tauschii (5 vonal) DD 150-350 mm 0-2700m
Elterjedés: Ny- és Közép Ázsia, Kína.
Ae. bicornis (4 vonal) SbSb 75-275 mm 0-900m
1.2. Az abiotikis stressztényezőkkel szembeni szelekció
A különböző vonalakat 3 abitotikus stressztényezővel szemben szelektáltuk. Szárazságtűrést csírázási
(1. ábra) és kiszárítás utáni túlélési tesztekkel vizsgáltuk. Kísérleteinkben a csíráztatáshoz vizet és 15%-os
polietilén-glikol oldatot alkalmaztunk. A csírázási teszteknél mind a promptness (1), mind a csírázási stressz
index (GSI) számítása és kiértékelése megtörtént összesen mintegy 132 önálló teszt alapján.
A magas hőmérséklettel szembeni toleranciát azon megfontolás alapján, hogy a növényi sejt egyik
leghőérzékenyebb komponense a II. fotokémiai rendszer (2, 3) a kezdeti és a steady-state klorofill-a
fluoreszcencia hőmérsékletfüggése alapján (F0- és Fs-T – görbék; 4-10) határoztuk meg különböző
fényintenzitásokon mintegy 264 mérésszám mellett.
A fényintenzitás szabadföldi körülmények között gyakran meghaladja a fotoszintetizáló apparátus
számára még optimális szintet, ami pedig reakciócentrum-protein degradációján keresztül károsíthatja annak
működését (11, 12). Ennek megfelelően az érzékenységet a II. fotokémiai rendszer (PS II) adott gerjesztőfény-
intenzitás mellett mért fluoreszcencia hatásfok változásai alapján, az un. quenching analízissel (13, 14) határoztuk
meg. Az említett módszerek kombinált alkalmazása nagyszámú vonal esetén is hatékony eljárásnak bizonyult az
abiotikus stresszekre toleráns vonalak felderítésére.
A paramétereket összehasonlítva a martonvásári Mv9 kr1, valamint a Plainsmann őszibúza fajtákkal, a
legperspektívikusabb vonalakat kiválasztottuk.
Habár már az első év után valószínűvé vált, hogy csak néhány vonal az, amely a búza szárazságtűrésének
növelése szempontjából megfelelőnek tűnik, 13 az előzetes szelekciós módszerekkel kiválasztott vonalon több
fiziológiai paraméter alapján vizsgáltuk a szárazság alatti abiotikus stressztolarancia változásokat. Ezt részben a
2célkitűzés 2. része indokolta, másrészt a vonalak végleges kiválasztásánál szükséges volt annak megismerésére, hogy
a szárazság átvészelése milyen stratégia alapján történik (2. táblázat). Ezeken a későbbiekben produkcióbiológiai és
enzimaktivitás vizsgálatokat is végeztünk.
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1. ábra A csírázási stresszindex (GSI (%) = 100x(a csírázott magvak száma stressz alatt / a csírázott magvak
száma stressz mentes állapotban) alakulása a vizsgált vonalakon
Az ábrán megjelenített értékek 3-3 független teszt eredményének matematikai középértékei. Minden egyes teszt
30-30 szem felhasználásával történt.
Jelmagyarázat: 1. Őszibúza (Mv9 kr1), 2. Őszibúza (Plainsmann), 3. Őszibúza (Cappelle Desprez, nem
csírázott), 4. Ae. biuncialis 642, 5. Ae. biuncialis 1094, 6. Ae. biuncialis 382, 7. Ae. biuncialis 379, 8. Ae.
biuncialis 1112, 9. Ae. biuncialis 470, 10. Ae. biuncialis 377, 11. Ae. speltoides 621, 12. Ae. speltoides 362, 13.
Ae. speltoides 1042, 14. Ae. tauschii 426, 15. Ae. tauschii 589, 16. Ae. tauschii 363, 17. Ae. tauschii 590, 18. Ae.
tauschii 605, 19. Ae. bicornis 604, 20. Ae. bicornis 586, 21. Ae. bicornis 603 (nem csírázott), 22. Ae. bicornis
585.
2. táblázat Az összes mért paraméter alapján kiválasztott vonalak, néhány fontosabb paraméterrel
Faj, vonal Stratégia típus”
(A alapján)
Tc0(1000 E) Tc1 (1000 E)  PS II (1000 E)
Ae. biuncialis
MvGB 382
jó vízmegtartó
RWC csökkenésre
érzékeny
44,50,00 49,00,00 0,2430,034
Ae. bicornis
MvGB 585
jó vízmegtartó
RWC csökkenésre
érzékeny
45,80,28 48,00,00 0,2100,029
Ae. speltoides
MvGB 1042
vízvesztő
RWC csökkenésre
toleráns
46,50,70 49,00,00 0,2050,033
Ae. tauschii
MvGB 605
abszolút
szárazságtűrő
45,00,00 51,00,50 0,2080,066
Ae. tauschii
MvGB 589
szárazságtűrő 44,50,50 49,60,57 0,3170,035
32. Az abiotikus stressztényzőkre adott fiziológiai válaszreakciók részletesebb elemzése
Ennek keretében az Aegilops vonalak stressz-élettani jellemzőit, a szárazság túlélésében megállapítható
stratégiákat, valamint az egyes protektív folyamatokban fellelhető közös vonásokat ill. az azok között
feltételezhető kapcsolatokat részletes vizsgálatnak vetettük alá. Néhány mondatban szükséges arra utalni, hogy a
különböző Aegilops fajok és vonalak adott stressz-tényezőkkel szembeni válaszreakcióinak részletes vizsgálatát
megelőzte azok bizonyos kryptogam és magasabbrendű C3-as modellnövényeken történő tanulmányozása.
Ezekben a kísérletekben részben kiküszöbölhetők voltak azok a zavaró tényezők, amelyek a magasabbrendűek
bonyolultabb felépítéséből adódnak, és amelyek az Aegilops vonalakon csak közvetve mérhetők, vagy már
meglévő ismeretek álltak rendelkezésre e folyamatokkal kapcsolatban. E vizsgálatok eredményeit részben
szintén publikáltuk, de a jelentésben terjedelmi okok miatt nem ismertetjük.
2.1. A kísérleti beállítások rövid jellemzése
Üvegházi nevelés, 1,5 kg föld, természetes megvilágítás, 20-25 oC. Klímakamrában vízkultúrás nevelés,
25 oC.
Vízhiány előidézése 6 hét után vízmegvonással, vagy adott koncentrációjú polietilén-glikol (PEG) oldatok
alkalmazásával történt. A kezelések függvényében minden vonal esetében meghatároztuk a relatív víztartalmat:
RWC=(FW-DW)x100/(SW-DW), ahol FW a nyers tömeg; SW a víztelített szegment tömege; DW a
száraztömeg.
Az IR gázanalízis (ADC LCA-2) és a fluoreszcencia kioltás analízis (PAM 101-103) ugyanazon
leveleken egy időben történtek. Az IR gázanalízis paraméterei félig zárt rendszerben, telítési fényintenzitáson
(1000 mol m-2s-1) 3-1000 ppm CO2 koncentráció között határoztuk meg. A sztómakonduktanciát (gs), a nettó
asszimilációs rátát (A) és az intercelluláris CO2 koncentrációt (Ci) von Caemmerer and Farquhar (15) egyenletei
alapján határoztuk meg. A relatív sztóma (Ls) és mezofill limitáció (Lm) meghatározása az A/Ci görbék alapján
Lawlor D.W. (16) módszerével történt. A CO2-ra vonatkoztatott mezofill konduktanciát (gm) a kioltás analízisek
során mért elektrontranszport-ráta és az IR gázanalízissel meghatározott paraméterek (A, Ci) alapján határoztuk
meg. A hőtolerancia-változásokat a PS II fluoreszcencia hatásfok hőmérsékletfüggése alapján mértük sötétében
és fényben (F0- és Fs-T – görbék, 17).
2.2. A vízhiány hatása a relatív víztartalom változásaira, a gázcsere és a fluoreszcencia indukciós
paraméterekre
A vízhiány hatására (mivel a kiszáradás alatt vízfelvétel korlátozott) a növény vízegyensúlyában változás
következik be, amivel párhuzamosan a relatív víztartalom (RWC) csökken és a legtöbb esetben sztómazáródás
következik be (10, 28). Ezzel párhuzamosan - bár nem azonos mértékben és azonos RWC értékek mellett - általában
változás mutatható ki a fotoszintézis egyes részfolyamataiban (18-23), a szárazanyag produkcióban, a növekedési
rátában és a termésben is (24-27). Az adott genotípusok mind a talaj, mind a vízkultúrás vizsgálatok eredményei
alapján egymáshoz képest hasonló stressz válaszokat mutattak egy vonalon belül. A relatív víztartalom a
kiszárítási idő, vagy a PEG koncentrációjának függvényében a két búza vonalnál hasonlóan változott (2. ábra). A
búzáktól (folyamatosan magas gs mellett) jelentősen erőteljesebben veszítette a vizet az Ae. biuncialis MvGB
642, Ae. speltoides MvGB 1042, 624, Ae. tauschii MvGB 426. A legjobb vízmegtartó képességet mindkét
kísérleti rendszerben az Ae. bicornis MvGB 585 mutatta, a gyors és nagyfokú sztómazárás mellett, de szintén ide
sorolható az Ae. biuncialis MvGB 377, 382. Hasonlóan lassan veszítette a vizet az Ae. tauschii MvGB 605, de
folyamatosan magas gs mellett és A-val párhuzamosan.
A fentiekkel párhuzamosan légköri CO2-koncentráció mellett a nettó CO2-fixálás (A) RWC csökkenésre
mutatott gátlása kifejezett az Mv9 kr1 és az Ae. bicornis MvGB 585 esetében (habár az utóbbi esetben az RWC
lassan csökken). A vizvesztésre kevésbé érzékeny a Plainsmann, valamint az Ae. tauschii MvGB 605 és az Ae.
speltoides MvGB 1042 esetében az A még 70-75 %-os RWC esetében is megtartja a jó vízellátottságra jellemző
értéket (3. ábra).
A vizsgált Aegilops vonalaknál az RWC, gs és az A szárazság alatti változásai alapján több olyan „stratégia”
feltételezhető, amely szerepet játszik a száraz periódus átvészelésében.
Abszolút szárazságtűrők: hatékonyan őrzik a vizet, ennek ellenére az A és a gs toleráns az RWC csökkenésére, az A
alacsonyabb víztartalomnál is nagyrészt sztomatikus kontroll alatt áll (Ae. tauschii MvGB 605, 589).
Vízmegtartók: a kiszáradás alatt lassan csökkenő víztartalomra az A és a gs erősen érzékeny, de az alacsony gs
mellett a főleg mezofill folyamatok által befolyásolt CO2-fixálást viszonylag hosszú ideig kielégítő szinten tartják
(Ae. biuncialis MvGB 377, 382, Ae. bicornis MvGB 585).
Vízvesztők: víztartalmuk a kezelési idő függvényében gyorsan csökken, de A és a gs erősen toleráns a víztartalom
csökkenésére, sztomatikus kontroll (Ae. speltoides MvGB 1042).
Abszolút szárazságra érzékenyek: az RWC és a fixálás gyorsan esik, az A függetlenül az egyéb paraméterektől a
vízvesztésre nagyon érzékeny (Ae. biuncialis MvGB 1094).
4A mérésekbe bevont vonalak egy része a különböző „stratégiák” között átmeneti jelleget mutat (pl. Ae. biuncialis
MvGB 1112, 470).
Az A csökkenése eredhet a kisebb sztómakonduktanciából, vagy különböző a mezofillumban lejátszódó
folyamatok miatt következhet be (16, 28, 30-37). A vizsgált genotípusoknál, praktikus okoknál fogva is szükséges
ismerni, hogy az A csökkenése sztomatikus, vagy mezofill kontroll alatt áll-e. Az első esetben ui. a növény a
vízellátás normalizálódása után a gs növelésével képes gyorsan visszaállítani a jó vízellátottsági szintre jellemző
szénasszimilációt. Jó vízellátottság mellett minden vonal esetében a sztómalimitáció Ls meghatározó, a mezofill
limitáció (Lm) jelentéktelen. A vízvesztéssel párhuzamosan a búzák és az Ae. bicornis MvGB 585 esetében az Ls
gyorsan csökkent, az Lm pedig hirtelen emelkedett. Az Ae. tauschii MvGB 605 és az Ae. speltoides MvGB 1042-
ben fordított a helyzet: az Ls az RWC csökkenéssel párhuzamosan nem csökkent, az Lm pedig csak 70 % RWC
alatt emelkedett. Ebből következőleg a mezofill-limitáció hátterében álló fontosabb tényezők, úgymint a CO2
intercelluláris járatoktól a kloroplasztiszokig történő diffúziójának gátlása; metabolitikus faktorok (RUBISCO
aktivitás csökkenés, RuBP regenerációjának gátlása, stb.) még alacsony víztartalomnál sem befolyásolja 605 és a
1042 CO2-fixálását. Az előzőeknek megfelelően változtak a mezofill konduktancia (gm) értékei és a karboxilációs
hatékonyság (c. e.) értékei is.
Habár a fotokémiai és elektrontranszport folyamatoknak néhány szerző szerepet tulajdonít a metabolitikus
limitációban (38, 39), az elsődleges töltésszétválasztás hatásfokát (Fv/Fm) sem a búzák, sem a kecskebúzák esetében
még az extrém vízhiány sem befolyásolta (40-42). A fotoszintetikus elektrontranszport-lánc aktivitása szemben a
búzavonalakkal az Ae. tauschii MvGB 605 és az Ae. speltoides MvGB 1042-ben a vízhiányra emelkedett, és csak
extrém alacsony RWC értékeknél csökkent jelentősen, ami a fényenergia fotoszintetikus folyamatokban való
hasznosulásának kedvező voltára utal. Ezzel párhuzamosan az utóbbi két vonalban az Lm is elhanyagolható, míg
a búzák esetében már gyenge vízhiányra is domináns párhuzamosan az effektív kvantumhatásfok csökkenésével.
A non-radiatív energia disszipáció minden vizsgált vonalnál csökken (kivétel Plainsmann) azonban e csökkenés
hátterében a két Aegilops vonalban az effektív kvantumhatásfok, míg az Mv9kr1-ben a steady-state
fluoreszcencia emelkedése áll. Ez utóbbi a fotoszintetikus folyamatok zavartságát jelzi, mely a terjedelmi
korlátok miatt itt nem részletezhető.
Vízhiány alatt mind a búzák, mind az Aegilops vonalak esetében megnövekedett a PS II megvilágított
helyzetben mért hőtoleranciája. Ez a növekedés legkifejezettebb az Ae. tauschii MvGB 605 esetében (4. ábra).
Mivel a DTT mind a szárazságra, mind a fényre mutatott hőtolerancia-növekedést gátolta valószínűsíthető, hogy
a fotoszintetizáló apparátus e környezeti faktorral szembeni védekező mechanizmusai részben olyan közös
alapokra helyezhető, aminek hátterében a lumensavanyodás áll (43).
A 2.2. fejezet legfontosabb eredményeit összegezve megállapítható, hogy a búzák a vízvesztésre
gázcserenyílások zárásával, a CO2 asszimiláció mezofill és metabolitikus faktorok általi nagyfokú gátlásával
reagálnak, a regenerációjuk lassú. Ezzel szemben a jó szárazságtűrésű Aegilops vonalakra a szárazság alatt is
jelentős mértékű, sztomatikus faktorok által befolyásolt CO2 asszimiláció és gyors regeneráció jellemző, a
biomassza kisebb mértékben csökken.
3. A búzához képest legjobb stressz tűrő képességgel rendelkező és így legperspektivikusabb vonalakból
nemzetségkeresztezéssel F1 hibridek előállítása.
A pályázatban vállalt feladatnak megfelelően a szárazság- és hőtűrési tesztek alapján perspektivikusnak
bizonyult kecskebúza genotípusokkal 2005-ben és 2006-ban a búzával történt keresztezéssel F1 hibrideket
állítottunk elő. A keresztezések természetes körülmények között az MTA Mezőgazdasági Kutatóintézetének
tenyészkertjében történtek. A 2005-ben történt keresztezésekhez (3. táblázat) búza keresztezési partnerként egy,
a ph1b mutációt hordozó Chinese Spring tavaszi búza genotípust használtunk. A ph1b mutáció egy kb. 50 Mbp
hosszú régiót érintő deléció az 5B kromoszóma hosszú karján, mely a Ph1 gén elvesztését eredményezte. A búza
5B kromoszómájának hosszú karján lokalizált Ph1 gén a meiózis során megakadályozza a nem homológ
kromoszómák párosodását. A gén hiányában azonban már az egyes homeológ csoportok kromoszómái (pl. 5A-
5B, 5A-5D, 5B-5D) is párosodhatnak egymással. A Ph1 gén hiánya megnöveli a valószínűségét a búza és
valamely rokon faj azonos homeológ csoportokba tartozó kromoszómái közt bekövetkező párosodásnak is,
amely idegen fajú rekombinációk kialakulását eredményezheti. A Chinese Spring búzafajta Ph mutáns
vonalainak felhasználásával hozott létre új búza-rozs rekombinációkat Lukaszewski (44), és búza-árpa
rekombinációkat Islam et al. (45).
2006-ban keresztezési partnerként a kr1 keresztezhetőségi gént tartalmazó Mv9 kr1 őszibúza genotípust
használtuk (4. táblázat). Az Mv9 kr1 genotípus előnye, hogy a létrehozásához a „Martonvásári 9”
köztermesztésben szerepelt őszi búza fajtát használták (46), ami a tavaszi típusú CS ph1b genotípusnál jobb
télállóságot és egyéb agronómiai tulajdonságokat biztosít. A létrehozott F1 hibridek alkalmasak arra, hogy azokból
további visszakeresztezésekkel az Aegilops fajok szárazságtűrését a búzába beépítsük.
(A jelentésben közölt publikációkon kívül 2 éven belül még egy tanulmány megjelenését tervezzük
nemzetközi folyóiratban.)
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2. ábra A relatív víztartalom (RWC) kiszárítás alatti változása a vizsgált Aegilops vonalakon
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3. ábra A nettó asszimilációs ráta (A, mol CO2 m-2 s-1) RWC-függése légköri (350 ppm, balra) és emelt (1000
ppm, jobbra) CO2 koncentráció mellett 1000 E m-2 s-1 fényintenzitáson, a különböző Aegilops vonalakban (a
jelölők megegyeznek a 2. ábráéval)
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4. ábra Az egyensúlyi fluoreszcencia (1000 mol m-2 s-1 aktívfény-intenzitáson) hőmérsékletfüggése alapján
meghatározott kritikus hőmérsékleti értékek (Tc), valamint a vízvesztés hatására bekövetkező átlagos
hőmérsékleti tolerancia-növekedés (Tc1- Tc0) az egyes őszibúza és Aegilops vonalakon (Tc0, a szárazságkezelés
0. napján meghatározott hőmérsékleti stabilitás; Tc1, a periódus végén meghatározott hőmérsékleti stabilitás).
3. táblázat A 2005-ben elvégzett keresztezések és az egyes kecskebúza genotípusokkal képzett F1 hibrid
szemszámok.
Anya ♀ Apa ♂ kalász  szem szám
Szemkötés %
(Megporzott
virág/szem%)
CS ph1b Ae. biuncialisMvGB382 5 76 26
CS ph1b Ae. tauschiiMvGB605 10 8 1,45
CS ph1b Ae. tauschiiMvGB589 6 0 0
CS ph1b Ae. bicornisMvGB 604 6 39 10,1
CS ph1b Ae. bicornisMvGB 585 4 0 0
4. táblázat A 2006-ban elvégzett keresztezések és az egyes kecskebúza genotípusokkal képzett F1 hibrid
szemszámok.
Anya ♀ Apa ♂ kalász  szem szám
Szemkötés %
(Megporzott
virág/szem%)
Mv9kr1 Ae. biuncialisMvGB382 8 86 19,2
Mv9kr1 Ae. tauschiiMvGB605 1 0 0
Mv9kr1 Ae. tauschiiMvGB589 17 70 7,57
Mv9kr1 Ae. speltoidesMvGB 1042 10 5 0,88
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